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El presente trabajo de investigacién consistidé en -
tres fase: a) evaluar 30 materiales de frijol en cuanto a su
resistencia, mediante el uso del filtrado tdxico; b) efectuar
una evaluacidén en invernadero inoculando el micelio y escle-
rocios del hongo; c¢) evaluar bajo condiciones de campo infes
tado naturalmente por este patbégeno. Siendo el objetivo de -

estas tres etapas la de encontrar genotipos resistentes a -

M. phaseolina. La primera fase fue llevada a cabo en el labo
rotorio perteneciente ail Departamento'de Parasitologia Agri
cola y la segunda en el invernadero, ambos pertenecientes a

la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, y la evalua -

cién de campo se efectud en los terrenos del Campo -
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Agricola Experimental de Rio Bravo, Tamps.

En el caso del Umbral de Toxicidad Diferencial, se
determind que la concentracidén 6ptima fue la de 12.5 por =
ciento, procediéndose posteriormente a evaluar a los 30 ge
notipos bajo esta concentracidén, de les cuales solamente mos

traron cierta resistencia el 30 por ciento de los materia -

les a la patotoxina del hongo.

En la etapa de invernadero, se encontrd dafio sola -
mente en un 66 por ciento de los genotipos en el muestreo -
de los 30 dias, tornadndose todos susceptibles a los 60 dias.
En la etapa de campo, solamente algunas variedades mostraron
cierta tolerancia al ataque del hongo a los 20 dias, pero -
al quedar expuestos los genotipos durante més tiempo al -

inbculo, todo el material se tornd susceptible.

El segundo objetivo fue el de efectuar una compara-
cién de las tres metodologias mencionadas con anterioridad,
determindndose que existe cierta similitud en el comporta -

miento de 1los genotipos al ser sometidos a pruebas in vitro

invernadero y campo.
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to Charcoal Rot Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

By
GEORGINA WONG ROMERO

MASTER OF SCIENCE
PLANT PROTECTION

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA. DECEMBER 1989

M.C. Abiel Sinchez Arizpe - Advisor -

Key words: Resistant genotypes, Macrophomina
phaseolina, toxic filtrate, bean

Thirty bkean genotypes vere evaluated for their -

resistance to charcoal rot Macrophomina phaseolina, by -

expossing bean seedlings to culture filtrates of the fungus,

inoculating plants with micelia and sclerotia of they and

evaluation disease severity under field conditions.

Laboratory and greenhouse experiments were carried

out at the Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro. Field

evaluations were made in the Experimental Station at Rio -

Bravo, Tamaulipas.
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The diferential toxicity threshold, was determined
to be of 12.5 per cent. Thirty bean genotypes were evaluated
at this concentration, only 30 per cent of the genotypes -
vere resistant. Under greenhouse conditions, 66 per cent of

the genotyres were damaged after 30 days; after 60 days all

of them resulted infected.

Few genotypes showed some tolerance after 20 days -

exposition, but at harvest, all the materials turned out -

susceptible.

After comparison of these methodologies for -
screening resistant genotypes, it was established that the

varieties showed similar behaviour under conditions in vitro

greenhouse and field.
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INTRODUCCION

El frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) se cultiva -

en todo el mundo y se le considera, junto con el maiz, como

uno de los granos bidsicos en la alimentacién del pueblo lati

noamericano.

Dentro de los mltiples factores que inciden directa
mente en el bajo rendimiento y calidad de un cultivo, estén
la enfermedades; para combatirlas se utilizan muchos siste -
mas como: practicas culturales, rotacién de cultivo, aplica-

4 ° . » M
cidon de pesticidas, mejoramiento por resistencia, etc. Desa-

fortunadamente, ninguno de estos sistemas de combate ha re -

suelto el problema de las enfermedades en forma definitiva;

el uso de fungicidas e insecticidas, por ejemplo, a veces -

crea un desequilibrio ecolbégico que trae como consecuencia
la aparicidén de nuevas plagas y enfermedades; otras veces el

pesticida requiere de muchas aspersiones, elevando considera

blemente los costos de produccidn.

El mejoramiento genético para resistencia a enferme-
dades, como parte de los sistemas de combate, es motivo de -
intenso trabajo en 1los centros de investigacidén en Estados -
Unidos de América (EUA) y México, entre otros, en donde se -
ha logrado un progreso en el desarrollo de variedades resis-

tentes a algunas enfermedades.
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Una de las enfermedades que ataca al frijol en Méxi -
co es la podredumbre carbonosa de la raiz y del tallc, cuyo

agente causal es el hongo Macrophomina phaseolina (Tagsi)

Goid. Este hongo se identificd como patdgeno del frijol en
el norte de Tamaulipas. Estd esparcido por casi todo el mun
do, principalmente en las regiones de clima cdlido con al -

tos porcentajes de humedad.

La presencia de este patbgeno ha obligado a fitopa-
tblogos y mejoradores de plantas a la bilsqueda de materia -
les genéticos que presenten resistencia o tolerancia a la -
enfermedad; para lograrlo se han desarrollado metodologias
que permitan una ripida identificacién del material; ya que
las evaluaciones de campo no siempre ofrecen las mismas opor
tunidades de seleccién de materiales que puedan ser resis -
tentes, ya que las condiciones ambientales no siempre son -
propicias para el desarrollo de la enfermedad, de tal forma
gue no siempre concurren al mismo tiempo patbégeno, hospede-
ro y condiciones ambientales favorables para su desarrollo.
Una alternativa eﬁ la bfisqueda de materiales genéticos que
puedan ser utilizados en programas de mejoramiento, es la -
de evaluar material germoplésmico en estado de plantula in
vitro, esta técnica se fundamenta en el uso de filtrado -
téxico, que son metabolitos producidos por microorganismos
patbdgenos de plantas; con estos compuestos se han realizado
una serie de experimentos conducentes a 1la demostracidén de
que son estas sustancias tbéxicas producidas por 1los patdge-

nos, los agentes causales de enfermedades infecciosas en -



REVISION DE LITERATURA

Etiologia del Agente Causal

El hongo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid, per-
tenece a la clase Deuteromycetes y al orden Sphaeropsidales
(Horst, 1979). Es un hongo habitante del suelo, que presen-
ta una fase esclerocial en el orden Aganomycetales, conoci-

do con el nombre de Rhizoctonia bataticola (Taub.) Butler,

aunque algunos autores 1o catalogan como Sclerotium bataticola

seglin 1o indicado por Dhingra y Sinclair (1978). Estos mis-
mos autores sefialan que actualmente se le conoce con diferen

tes nombres: M. phaseolina (Tassi) Goid., M. phaseoli -

(Maubl.) Ashby, y Botryodiplodia phaseoli (Maubl.) Thirum.

Sin embargo, los nombres mids adecuados para su nominacidbn

son Rhizoctonia bataticola, por la fase esclerocial y -

M. phaseolina para la fase picnidial y este Gl1timo el nom -

bre méds aceptado por la mayoria de los autores.

Dhingra y Sinclair (1978) mencionan que el color de
la colonia muestra distintas tonalidades que van del blanco
al café o gris, siendo &1 desarrollo del micelio abundante.
Segin Kendrick (1933) el crecimiento micelial de R. bataticola
aislado de plantas de frijol es répido y aéreo al principio,
cambiando después a denso y postrado. Dhingra y Sinclair -
(1978) y Urdaneta y Bauer (1981), citan que en algunas cepas

el crecimiento micelial forma anillos concéntricos. En 1las
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colonias jdévenes las hifas son filiformes, septadas y hiali
nas. En todos los casos el centro de la masa micelial se -
torna oscura con el tiempo, debido a la formacidén de escle-.
rocios de color negro, variando en forma esférica a irregu-
lar, con un grosor de 27 a 380 micras aproximadamente. Esta
fase esclerocial se puede desarrollar en papa-dextrosa-agar,
con pH 6ptimo de 3.6 a 5.0, aungue Diaz (1985) determind .-
gque el mejor desarrollo del hongo se logrdé en papa-dextrosa

—agar con un pH de cuatro.

La formacibén de picnidios ocurre bajo ciertas condi
ciones y en algunos hospedantes. Estos son globosos, membra
nosos, de color gris o negro, con un ostiolo pequefio, con -
su interior recubierto por conidiéforos hialinos y conidios
alargados, ovalados y hialinos, y unicelulares, de 4 x 34 -
micras (Thirumalachar, 1953; Dhingra y Sinclair, 1978; Urda

neta y Bauer, 1981).

Epifitologia

Dhingra et al. (1976); e Ilyas et al. (1976) encon-

traron que M. phaseolina es un patdégeno que ataca raiz y ta

l1lo en mds de 400 especies de plantas monocotiledbéneas y di
cotiledbéneas. Las formas infectivas del hongo son las coni-
dias y 1os esclerocios que sobreviven en el suelo y consti-
tuyen el indculo primario, sin considerar el micelio como -
parte del inbculo debido a gque su vida en el suelo es muy -

corta (Norton, 1954; Meyer et al., 1973). Luttrell y Garren

——

(1952), citan que 1los picnidios, al formarse en el -
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hospedante liberan las conidias las que son arrastradas por
el viento e infectan a otras plantas, constituyendo el iné-
culo secundario. Por todo ello Cook et al. (1973) y Meyer

et al. (1973), indican que los residuos de cosecha represen

tan una importante forma de diseminacidén de la enfermedad y

la perpetuidad del hongo durante varios afios.

Kendrick (1933) y Dhingray Sinclair (1973) encontraron
que en general M. phaseolina habita en climas cdlidos y es
especialmente severa en frijol si las temperaturas oscilan
entre 35 y 40°C durante la emergencia, ya que 1l0S cotiledo-
nes y la plGmula son invadidos antes de que la planta logre
salir a la superficie del suelo. Por otra parte Dhingra y -
Sinclair (1978) mencionan que la infeccién a los cultivos es
mas severa en suelos arenosos que en suelos arcillosos, aun
que en este sentido existen ciertas contradicciones. Estos
mismos autores citan que el hongo se trasmite a través de -
las semillas infectadas en la mayoria de los cultivos, de -
aqui que la sanidad de éstas Gltimas es crucial para evitar

la diseminacidén de 1a enfermedad.

Sintomatologia

Dhingra y Sinclair (1978) y Schwartz (1980), indican
que la pudricidén carbonosa puede aparecer en el frijol en -
cualquier estado de desarrollo de la planta. En estado de -
plantula la enfermedad se caracteriza por la presencia de -
lesiones hundidas y oscuras cerca del nudo cotiledonario. -

Posteriormente el hipocétilo muestra un estrangulamiento



que provoca que la planta se marchite y muera.

Cuando son atacados tallos mas viejos, al inicio de
la enfermedad aparece una lesidén en el tallo de color roji-
zo, apareciendo posteriormente los esclerocios y picnidios
oscuros. La coloracidén mds tarde se torna grisicea, dando -
un aspecto carbonoso al tejido. La infeccibn también ruede
estar presente en la raiz, como lo observan Satischandra -
et al. (1979), quienes encontraron que el patdgeno causa pu
dricién en la raiz de plantas adultas de frijol, las que mos
traron una disminucién en la consistencia del tejido y un -

desmenuzamiento de la corteza radial.

Dhingra y Sinclair (1978) y Satischandra et al. -
(1979), citan que el sindrome observado en plantas adultas
de frijol comprende: clorosis en las hojas, raquitismo y -

muerte prematura.

Combate

Los conocimientos en el combate de esta enfermedad
son limitados, Schwartz (1980) sugiere algunas medidas sa-
nitarias como sembrar semilla limpia, arado profundo para
enterrar 1los residuos de cosecha que contienen picnidios y
esclerocios, rotacién de cultivos, aunque ésto es de poco -
valor por la gran cantidad de hospederos que presenta el pa

tbégeno.

Luttrell y Garren (1952), mencionan que la desinfec

« 2 .
cidon de semilla con Ceresan al dos por ciento, da buena -



proteccidén al estado de pléntula. Por otra parte, Satischan
dra et al. (1979) citan que la aplicacidn al suelo.de PCNB
y Captan, a razbén de uno a tres por ciento, resulta ser -
efectiva al reducir la actividad saprofitica del patdgeno.
Ilyas et al. (1976) demuestran que la supervivencia de 1los
esclerocios en el suelo se puede disminuir mediante la apli
cacién de Benomyl, pero la dosis empleada dependerd del ti-
po de cultivo procedente y del tiempo que aquéllos hayan es

tado en el suelo.

En 1o que se refiere a resistencia varietal, Mackie
(1932) enfatiza la necesidad del mejoramiento genético del -
frijol para la obtencidén de variedades resistentes a la en-
fermedad como la mejor forma de combatirla; sin embargo, -

hasta la fecha se desconocen fuentes de resistencia.

Concepto de Toxina

Mitchel (1984) gefine a la toxina como un producto

quimico del patégeno que produce todo o parte de 1los sinto -

mas de la enfermedad.

Wheeler (1975) y purtin (1981) afirman que la toxina
es un producto microbiano, una que otra enzima que causa da
flos obvios al tejido de 1a pilanta. Muchos productos microhia
nos en medios de cultivo no son toxinas, aunque ellos sean

téxicos a los tejidos de 1as plantas.

Wheeler (1975) y Yoder (1980) mencionan que existen

dos tipos de toxinas: hospedero-especifica y no hospedero -



especifica.

Durbin (1981) y Pringle y Scheffer (1964) definen a
la toxina hospedero especifica como un producto metabdlico
de un microorganismo patdgeno que es tbéxico, solamente al -
hospedero de ese patbégeno como por ejemplo la HC-toxina de

Helminthosporium carbonum, la T-Toxina producida por -

Helminthosporium maydis, raza T; la AK-Toxina de Alternaria

kikuchiana, etc. La toxina hospedero-especifica produce to-

dos los sintomas de la enfermedad causada por el patébgeno.

Durbin (1981) menciona que la toxina no hospedero-
especifica es aquélla que afecta no sbélo al hospedero de su
patégeno sino a otras plantas no hospederas. Wheeler (1975)
afirma que las toxinas no hospedero-especifica deben por 1lo
menos presentar dos de las tres evidencias gue se mencionan

a continuacidn:

Reproduccién por la toxina de sintomas tempranos dis
tintivos de la enfermedad; correlacién de la produccidn de
la toxina y la patogenicidad y recuperacidén de la toxina de
las plantas enfermas en cantidades suficientes para explicar

el desarrollo de 1los sintomas.

Patogenicidad y Virulencia

Yoder (1980) indica que la patogenicidad se refiere
a la capacidad de un organismo de inducir enfermedad, es un
término cualitativo; la virulencia se refiere a la cantidad

s £
o extension de la enfermedad causada, es un término -
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cuantitativo. Mitchel (1984) considera a las toxinas no hos
pedero-especificas como factores de virulencia Y a las hospe

dero-especificas como factores de patogenicidad.

Enzimas y Toxinas Producidas por M. phaseolina

Dhingra y Sinclair (1978), citan que M. phaseolina -

produce una cantidad de enzimas pectoliticas como exo y endo
poligalacturonasa en medios de cultivo como en tejidos infec
tados; estas enzimas no se requieren durante 1la penetracibn,
pero son esenciales en 1a patogénesis temprana y colonizacién
del tejido del hospedero. Chan y Sackston (1970) mencionan -
que en plantas de girasol inoculadas con aislamientos viru -
lentos, las actividades gde exo-"y endopoligalacturonasa fue-
ron detectadas 12 horas después de la inoculacidén, no se de-
tecté actividad de poligalacturonasa en extractos de plantas

inoculadas con aislamientos no virulentos.

Toxinas

Dhingra y Sinclair (1978) mencionan que el papel de
la toxina M. phaseolina en el desarrollo de enfermedades to-
davia no estd bien definigo. Sin embargo, Mathur (1968) indi
ca que el metabolito téxico ge M. phaseoli que contenia toxi
na y enzimas pectoliticas inoculado en rebrotes de girasol -
produjeron sintomas similares a aquéllos producidos en las
Plantas a las cuales se les inoculd micelio; 1a riapida apari
cidén de sintomas en hojas y tallos lejos del punto de inocu-

o & [ . . . . o
lacion junto con la disolucién de 1a médula, es indicativo -
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de la produccidén de enzimas pectoliticas y toxinas por el pa
tégeno. Se supuso que las toxinas fueron las causas de los -
sintomas visibles de la enfermedad de los rebrotes, mientras

que las enzimas desempefiaron un papel importante en la diso-

lucidén de 1la médula.

Muchos trabajos de investigacién bdsica han utiliza-
do el filtrado tdéxico producido en medio de cultivo 1iquido
Fara evaluar o seleccionar material germopldsmico de algunas
variedades de especies vegetales contra enfermedades provoca

das por algunos patdgenos (Trépaga, 1980; Turenne, 1977).

A continuacién se mencionan algunos trabajos realiza

dos de esta naturaleza:

Castellanos (1981) realizé una evaluacibén del uso -

de filtrado téxico del hongo Helminthosporium turcicum Pass.,

como método para seleccionar material gemoplasmico de maiz
(zea mays L.), bajo condiciones de laboratorio, obteniendo -
resultados satisfactorios. Por otra parte, Bonilla (1981),

selecciond materiail germoplidsmico de soya Glycine _max (L.) -

Merril, mediante el yso de la fitotoxina del hongo Fusarium

oxysporum F.sp. Tracheiphilum (E.F. Sm) Snyder y Hansen, ba-

jo condiciones de laboratorio. Otro autor fue Trépaga (1980)
consistiendo su estudio en la produccién del filtrado téxico

en medio liquido del hongo Fusarium culmorum (W.G. Sm) Sacc.,

en diferentes concentraciones en variedades de trigo para se
leccionar genotipos resistentes al hongo, concluyendo que

los efectos de la toxina son semejantes en invernadero y en
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condiciones naturales; y que la fitotoxina del hongo es es-
pecifica para variedades de trigo. Mufioz (1987) también rea
1iz6 una evaluacién in vitro con genotipos de maiz en base

a su resistencia a Fusarium moniliforme, empleando la técni

ca del filtrado téxico de este hongo, concluyendo que esta -
metodologia es eficiente para seleccién de genotipos resis-

tentes.



MATERIALES Y METODOS
Localizacibén del Experimento

El presente trabajo de invgstigacién se realizd en
el laboratorio del Departamento de Parasitologia, asi como
en el invernadero, ambos pertenecientes a 1la Universidad -
Autdénoma Agraria Antonio Narro (UAAAN). La evaluacion en -
campo se efectud en el Campo Experimental de Rio Bravo, -
Tamps., perteneciente al fInstituto Nacional de Investiga -

£ i IFAP)
ciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (IN

Constd de cuatro fases:

ici d diferen -
a) Determinaciédn del umbral de toxicida

cial (laboratorio).

rd (] 3
; i ra biocli-
b) Evaluacién de material in vitro (cama

matica).
c) Evaluacidén en invernadero.

d) Evaluacién en campo.

Material Genético

j ti
Para la realizacidén del presente trabajo, fueron utl
i Oos por
lizados 30 materiales, los cuales fueron proporcionad p
i 1 Rio -
el Departamento de Leguminosas del Campo Experimenta

.« & ¢ v el —
Bravo, Tamps., y otra parte por la seccidn frijol d
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Departamento de Fitomejoramiento de la UAAAN, el cual se

presenta en el Cuadro 3.1.

Desarrollo de la Enfermedad

Aislamiento, Purificacién e Incremento del Hongo

El material utilizado para el aislamiento del hongo
fue enviado al Departamento de Parasitologia de la UAAAN, -
procedente del Campo Experimental Rio Bravo, Tamps., lugar
donde la enfermedad es severa; consistiendo en plantas de -
frijol gue presentaban la sintomatologia caracteristica de

la enfermedad pudricién carbonosa.

Con este material se procedid a-cortar pequefias por
ciones de tallo sumergiéndolas en hipoclorito de sodio al -
dos por ciento durante tres minutos, para su total desinfec
cidén, procediéndose después a lavarlos en agua destilada es

téril para eliminar residuos.

Una vez desinfectadas dichas porciones, se efectub
la siembra en papa-dextrosa-agar (PDA) incubdndose en céma-
ra bioclimdtica a una temperatura de 28°C por un lapso de -
cinco dias; al final del cual se procedié a la identifica -

cién del hongo.

Para su incremento en forma pura se utilizd micelio
y esclerocios, los cuales fueron guardados en refrigeracidn

a una temperatura de 5°C para su conservacibn y posterior -

utilizaciédn.
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Cuadro 3.1. Relacidn de los 30 materiales de frijol utiliza

dos para los propdsitos de la presente tesis.

—— T E—— e s S G ———  —— — o —————

Namero Variedades
1 Pinto 114
2 Carioca
3 Adjuntas. 21
4 Mulato
5 S-18-RB
6 Delicias 71
7 Pinto Nortefio
8 Fe-30-RB
9 S-17-RB
10 Negro Azabache
11 Flor de Mayo
12 Negro Jamapa
13 Ciatefio
14 Canario
15 Agrarista
16 Negro Huasteco
17 Agramejo
18 S~4-RB
19 Misc. Elite Fe-62-RB
20 Fe-22-RB
21 S~-3-RB
22 Misc. elite Fe-28-RB
23 Th-400-M4T—M3--6—3—1—U-Mn-T9
24 Fe-33-RB
25 S-19-RB
*26 0jo de cabra
*27 Bayo Zacatecas
*28 D-4
*29 D-6
*30 D-10

* Material proporcionado por la seccidn frijol UAAAN
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Produccidn y Obtencidén del Metabolito Téxico

Los ingredientes y cantidades que se emplearon fue-
ron las siguientes: papa, 200 gr; dextrosa, 10 gr; sacarosa,

5 gr, por un litro de agua destilada.

El procedimiento utilizado para la produccidén y ob-

tencibén del metabolito tdéxico fue el siguiente:

La papa sin cédscara fue cortada en pequeiios trozos,
colocédndose en matraces que se aforaron con agua destilada
y se llevaron a ebullicién durante 30 minutos, al final de
lo cual se tamizd utilizdndose una manta. Parte de este fil
trado (500 cc) se colocd en un matraz agregéndose las canti
dades correspondientes de dextrosa y sacarosa, se aford a -

un litro con agua destilada estéril.

Cuatro litros de este preparado fueron repartidos -
en ocho matraces con capacidad de un litro, los cuales fue-
ron esterilizados en una olla de presién a 15 libras, duran

te 15 minutos, para evitar contaminaciones posteriores.

Una vez preparado este medio de cultivo, se proce -
dié a l1a inoculacibn, tomindose para ello el cultivo puro -

de M. phaseolina que habfia sido guardado con anterioridad -

para este fin en cajas de petri; se utilizé un corte de un
centimetro cuadrado aproximadamente para cada uno de los -
ocho matraces; éstos fueron colocados en cdmara bioclimitica
a una temperatura de 28°C debido a que se ha reportado que

este hongo prospera mejor bajo estas condiciones (Dhingra y
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Sinclair, 1978), procediéndose a agitar diariamente estos

matraces para estimular produccidén de toxinas.

Con el propbsito de comprobar el consﬁmo de azicar -
por parte del hongo, fue necesario realizar la prueba de
glucosa, para la cual se utilizaron tabletas de uso comin
en laboratorio clinico, para determinacidén de azficar en -
la orina. Esta prueba consiste en colocar en un tubo de -
ensaye una pequeifla cantidad del mecio de cultivo en la -
cual se introdujo la tableta y comparando la reaccidn res
pectiva con una escala colorimétrica, la cual nos repre -
senta las diferentes concentraciones de azflicar. Esﬁas prue
bas se efectuaron a los 30, 60 y 75 dias, al final de 1o
cual se comprobd que ya existia una total ausencia de azi
cares, por 1o que se procedid a filtrar el contenido de -
cada matraz, usindose para ello papel Whatman No. 30, bom
ba de vacio, matraz kitasato y embudo Buchner; filtrando-
se dos veces con el objeto de separar el micelio y escle-
rocios y obtener tinicamente el filtrado tdéxico (patotoxi-
na), posteriormente el 1iquido resultante con la patotoxi
na se esterilizd en olla de presidén a 15 libras durante -
15 minutos y se guardb luego en refrigeracidén a una tempe

ratura de 5°C.

Determinacidén del Umbral de Toxicidad Diferencial

Para estudiar el efecto del metabolito tbéxico en las
diferentes variedades, se procedid primero a determinar el

umbral de toxicidad diferencial (UTD). Para ello se utilizd
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la variedad Pinto 114 reportada como muy susceptible a 1la

enfermedad en la regidén de Rio Bravo, Tamps., Y un cultivo
no hospedante del patdégeno, como es el caso del trigo al -
que llamaremos cultivo diferencial. El1 objetivo de esta -
prueba fue l1la de determinar las concentraciones de toxina

gue inhiben menos el crecimiento radical y no causen necro
sis en las raices de las semillas de trigo, pero que si -
causen estos efectos en las semillas de frijol. Esta con -

centracidén es 1o que llamaremos UTD.

Para realizar esta prueba se prepararon diluciones
(tratamientos) de 100, 50, 25, 12.5 y O por ciengp (testigo
de agua destilada estéril) patotoxina. Al hacer las dilucip
nes se empled agua destilada estéril. Se colocaron 20 ml de
cada uno de 1los tratamientos en cajas petri previamente es-
terilizadas, conteniendo en su base papel filtro. Posterior
mente se colocaron cuatro semillas germinadas de cada una -
de las variedades, que previamente habian sido desinfecta -
das con hipoclorito de sodio al dos por ciento, lavandose
después en agua destilada estéril para evitar contaminacién.
Estas cajas se conservaron en cédmaras bioclimdticas durante
48 horas a una temepratura de 28°C efectudndose posteriormen

te una medicidén radical para determinar el UTD.

Evaluacién de Material Germoplasmico in wvitro

Una vez determinado el UTD se efectud la evaluacidbdn
de los 30 materiales de frijol, para lo cual se efectud el

siguiente procedimiento: primeramente se hizo una -
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desinfeccidén de la semilla con hipoclorito de sodio al dos
por ciento durante tres minutos, posteriormente se lavaron
en agua destilada estéril para eliminar residuos del desin
fectante. Las semillas de las 30 variedades se pusieron a -
germinar en lé cdmara bioclimidtica a una temperatura de -
28°C durante tres dias, para lograr una uniformidad en la -
germinacidén. Una vez germinadas se seleccionaron cuatro se-
millas de cada variedad, con una longitud radicular unifor-
me (1.5 cm aproximadamente) se depositaron en las cajas pe
tri con papel filtro al fondo, habiendo sido éstas esterili
zadas previamente y agregandosele 1la concentracién de 12.5
por ciento de patotoxina en una cantidad de 20 ml por caja,
siendo cinco repeticiones por tratamiento, incluyendo un -
testigo. Esta prueba durd dos dias en la cémara bioclimati-
ca a una temperatura de 28°C, al final de lo cual se proce-
dié a efectuar la medicién radical en cada uno de los trata

mientos.

Evaluacidn de Material Germoplasmico

Bajo Condiciones de Invernadero

El objetivo de esta prueba consistié en conocer el

efecto que produce el hongo M. phaseolina sobre la supervi-

vencia final de las variedades de frijol para lo cual se -

procedidé de la siguiente manera:

Incremento del Indéculo

En un matraz de un litro fueron colocados 600 gr de

semilla de sorgo, la cual fue humedecida previamente -
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durante un periodo de 12 horas, procediéndose posteriormen-
te a esterilizarse en una olla de presibén a 15 libras duran
te tres dias consecutivos, por un lapso de 30 minutos dia -
rios. Al final del periodo de esterilizacibén, se inoculéd el
sorgo con el hongo que previamente habia sido identificado

y cultivado en forma pura, dejidndose en reposo én la camara
bioclimdtica a una temgperatura de 28°C en un periodo de 10

dias.

Inoculacidén del Suelo

El suelo utilizado para la siembra fue esterilizado
en Bromuro de metilo, siguiendo cuidadosamente los pasos re
comendados para este procedimiento. Al cuarto dia este sue-
1o fue mezclado con el indculo de la semilla de sorgo al 10
por ciento procediéndose después a sembrar en macetas de un
kilogramo, seis semillas de cada uno de los genotipos, con
el propbsito de aclarear después a cuatro plantas por mace-

ta.

Unidad y Disefio Experimental

Los disefios experimentales utilizados para cada una
de las evaluaciones en sus diferentes etapas, son las que a

continuacidén se mencionan:

Determinacidn del Umbral de Toxicidad Diferencial (UTD)

3 P4

Para la realizacidn de esta investigacidn se utilizéd
un disefio completamente al azar, con cinco repeticiones -

(cuatro semillas por unidad) y cinco tratamientos (0, 12.5
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25, 50 y 100 por ciento patotoxina), procediéndose poste -

riormente a tomar datos de longitud radical.

Evaluacién de Material Germopldsmico in vitro

El diseflo experimental utilizado en este caso fue
complemente al azar con arreglo combinatorio de dos facto -
res: variedades como factor A y concentraciones como factor
B (0 y 12.5 por ciento) con cinco repeticiones por variedad,

toméndose datos finales de longitud radical.

Evaluacidn de Material Germopldsmico en Invernadero

Cada una de las variedades fue sembrada en cinco re
peticiones, colocando cuatro semillas por repeticidn, el -
porcentaje de mortalidad de las plantas se registrd a los -
30 y 60 dias determindndose de este modo la supervivencia -
final y evaludndose en un disefio completamente ai azar (da-

tos transformados raiz cuadrada).

Evaluacidn de Material Germoplasmico en Campo

No se utilizdé ningln disefio, la evaluacidén fue he -

cha en base a porcentaje de plantas dafiadas.

Andlisis Estadistico

Los andalisis de varianza utilizados para cada una -

de las fases en las gue consistid el presente estudio, fue-

ron las siguientes:
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a) Determinacién del umbral de toxicidad diferencial.

[N

b) Evaluacién de Material Germoldsmico in vitro

El andlisis de varianza correspondiente al arreglo -

combinatorio completamente al azar para estimar la diferen -

cia entre genotipos y dosis de patotoxinas y sus posibles in

teracciones, fue mediante el siguiente modelo:

Yijk =u +ai +8j + (0B)ij +€ijk

donde: Yijk = respuesta observada en la k-ésima repeticién
para la combinacién del nivel j-ésimo de B -
con el nivel i-ésimo de A.
u = media general
i = efecto del i-ésimo nivel de A

efecto del j-ésimo nivel de B

™
[
i

efecto de la interaccién del i-ésimo nivel -

~—~
Q
w»
S~
L}

4 3

con el j-ésimo nivel

€ijk = efecto del error experimental

Para detectar las diferencias entre los promedios de
los diferentes tratamientos en estudio, fue utilizada nueva-

mente la prueba de rango maltiple Tukey.

c) Evaluacidn de material gemopldsmico en invernade-

ro

El modelo estadistico utilizado enlas dos fases (ay c)
fue de acuerdo al disefio experimental completamente al azar,

que a continuacidédn se describe:
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Yij = w+ ti + €ij
donde: Yij = wvalor observado del j-ésimo tratamiento en 1la
j-ésima repeticidn
U = media general

ti = efecto del i-ésimo tratamiento

€ij = error experimental

Este anilisis de varianza fue utilizado para detec -
tar las diferencias que existen entre cada uno de los trata-

mientos considerados en estos experimentos.

Se realizaron comparaciones de medias de acuerdo a -

la prueba de rango miiltiple de Tukey, para (a) y DMS para (c).

d) Evaluacidn de material germopldsmico én campo.

Los tratamientos se distribuyeron en bloques al azar (re
petidos dos veces), la parcela experimental consistid de dos sur-
cos de dos metros de largo. Pespués de la siembra se cuantificd el
ntimero total de plantas emergidas, registrandose ademés el nime-
ro de plantas marchitas o muertas con sintomas caracteristicos de
la enfermedad cada 10 dias. Para su evaluacidn no se utilizé nin -

¢Gn disefio considerandose para ello porcentajes para la clasifica

-

cién de genotipos para susceptibilidad, mediante la siguiente

escala:
0 por ciento inmunes (1)
1-10 por ciento resistentes (R)
11-30 por ciento Moderadamente resistentes (MR)
31-70 por ciento Moderadamente susceptibles (MS)

71-100 por ciento Susceptibles (s)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados que a continuacién se muestran fue -
ron obtenidos de los andlisis de varianza respectivos a ca-
da uno de 1los experimentos efectuados para cada una de las

etapas realizadas.

Determinacidén del UTD

En el Cuadro 4.1 se presentan los cuadrados medios
para tratamientos de los andlisis de varianza individuales,
en donde podemos observar que existe una diferencia altamen
te significativa para la fuente de variacidén tratamientos,
lo qgue significa que las diferentes concentraciones de pato
toxinas que fueron probadas en una variedad de frijol y -
otra de trigo traen como consecuencia un dafio diferencial -

en las raices de 1los respectivos cultivos.

Cuadro 4.1. Cuadrados medios, coeficiente de variacién y sig
nificancia de los andlisis de varianza para lon-
gitud radicular en los cultivos de frijol y tri-
go sometidos a diferentes concentraciones de pa-
totoxina durante 48 hr.

F.V. g.1. Trigo Frijol
C.M. C.M.

Tratamientos 4 21.06** 13.87*+

Error exp. 20 0.088 0.183
C.V. (%) 6.49 10.39

C.V.: coeficiente de variaciédn
* kg significancia al 0.01 de probabilidad
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En el Apéndice se puede observar el resultado obteni
do (Figura A.1) del dafio que causan las diferentes concentra
ciones de patotoxina, la cual indica que 1las concentraciones
mayores de 100 y 50 por ciento inhiben dridsticamente el cre
cimiento radical tanto en frijol como en trigo, observéndose
lesiones necrbticas tipicas de 1la enfermedad causada por es-
te hongo, coincidiendo con 1la sintomatologia de infeccién -
descrita por Dhingra y Sinclair (1978) y Schwartz (1980). A
medida que hay una disminucién en 1la concentracién del meta-
bolito tbéxico se observa que el dafio va en decremento permi-

tiendo un crecimiento radical mis normal; siendo los niveles

de 25 y 12,5 por ciento los gue causan menos dafio en las -
. Pd I3

raices de trigo, donde no se observaron lesiones necroticas

radicales, pero que en el caso del frijol, si causan este ti

po de dafio. Resultados similares son reportados por Green

(1984).

A continuacibén, en el Cuadro 4.2 se presentan las
pruebas de rango miltiple, donde se comparan las medias de -
longitud radical tanto para frijol como para trigo. En donde
podemos observar que las longitudes radicales de ambas varie-
dades fluct@an desde 2.776 a 6.762 cm en frijol, y de 2.804
a 7.046 cm en trigo; en ambos casos, no se encontraron dife-
rencias significativas entre las concentraciones de patotoxi
na de 100 por ciento y 50 por ciento, causando un severo da-

fio en ambos cultivos.

En el caso del trigo, las concentraciones de 12.5 por

ciento no tuvieron diferencias significativas comparadas
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Cuadro 4.2. Pruebas de Tukey y significancia para estudiar
las diferentes concentraciones de patotoxina en
los cultivos de trigo y frijol.

Cultivos Concentraciones de Patotoxina (%)
0 12.5 25 50 100

Tfigo
x Longitud radical 7.046 6.514 3.652 2.844 2.804
Significancia a a b bc c
Frijol
x longitud radical 6.762 4.682 3.528 2.838 2.776
Significancia a b c cd d

Frijol: q .01 = 1.0119

Trigo: q .01 = 0.7014

con el testigo y en donde no se observaron lesiones radica- -
les; sin embargo, en el caso del cultivo del frijol si exis -
ten diferencias significativas entre el testigo y 1la concen-
tracién de 12.5 por ciento del metabolito téxico, presentén-
dose en este caso un menor crécimiento radical en el frijol .
en el cual se observd que existian lesiones tipicas de 1la -

enfermedad.

En funcidn a estos resultados, y con el propbsito de
continuar con la siguiente fase del experimento, se determi-
né gue la mejor concentracidén para probar la susceptibilidad
de los materiales al hongo M. phaseolina fue la de 12.5 por
ciento, que para nuestro caso, seri el UTD. Resultados simi-

lares fueron encontrados por Hernédndez (1985) y Green (1984).

Evaluacién de Material Germopldsmico in vitro

En el Cuadro 4.3 se concentran los resultados del -

andlisis de varianza para la longitud radical de 30 varieda-

des de frijol evaluadas en dos concentraciones de patotoxina
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Cuadro 4.3. Andlisis de varianza para la longitud radicu-
lar de 30 variedades de frijol; evaluadas en
dos concentraciones de patotoxina del hongo _

M. phaseolina.

F.V. g.1. s.c. C.M.
Tratamientos . 59 780.153 13.22*+
Factor A (variedades) 29 488.338 16.84**
Factor B (concentraciones) 1 227.714 227.714%%*
Interaccién A x B 29 64.101 2.21%*
Error 240 68.837 0.287
Total 299 848.990

**: significancia al nivel de 0.01
a: variedades
b: niveles de patotoxina

CvV: 8.93%

(0O y 12.5 por ciento). Se observa que existen diferencias -
altamente significativas para todas las fuentes de variacidn
esto indica que para la fuente de variacién Factor (A) 1las
variaciones muestran una longitud radical diferente; es de-
cir, que cada variedad difiere en su capacidad de crecimien
to radical. Para la fuente de variacién B (concentraciones)
nos indica que las variedades fueron afectadas en su creci-
miento radical al pasar de una concentracién a otra, y para
la fuente de variacién variedades por concentracidn, l1los re
sultados indican que existe una alta interaccién, sugirien-
do que hay una respuesta diferencial de las variedades al -
ser sometidas a diferentes concentraciones de patotoxina, -
es decir, que algunas variedades resultan mis afectadas que
otras al pasar de la concentracidn cero por ciento a la de

12.5 por ciento; resultados similares los reporta Hernéndez
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(1985). Sin embargo, en su estudio sobre seleccidén germoplés
mica de frijol mediante el uso de patotoxina, Green (1984)
no encontrd interacciones entre variedades y concentracio-
nes, esto quizi se debid a las caracteristicas de resisten-
cia de los materiales utilizados, siendo éstos muy homogé -

neos.

Como 1los faétores no son independientes, se determi
ndé cual variedad presentaba un dafio mds severo al aplicarse
le los niveles de patotoxina; con el propdsito de determi -
nar en forma estadistica el grado de dafio sufrido por las -
variedades, se efectud una clasificacién en funcibén a los -
diferentes niveles de probabilidad; si la diferencia entre
los niveles B para cada una de las variedades resulta mayor
que el nivel de probabilidad al 0.01, significa que las va-
riedades son susceptibles; si la diferencia se encuentra en
tre los niveles de 0.05 y 0.01, las variedades serén media-
namente resistentes y si el valor de la diferencia es menor
del 0.05, entonces las variedades serdn resistentes. No se
probaron otros niveles porque la totalidad de las varieda -
des cayeron dentro de estas tres clasificaciones, no detec-

tandose variedades que pudiesen ser inmunes.

En el Cuadro 4.4 se presentan los resultados de las
diferencias de longitud radical promedio entre los diferen-
tes niveles de patotoxina, para cada una de las variedades;
donde encontramos que las variedades resistentes son: Cario
ca, S-3-RB, S-19-RB; las variedades moderadamente resisten-

tes son: Adjuntas 21, Negro Azabache, Ciatefio, Agrarista, -



Cuadro 4.4. Prueba de
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rango miltiple (Tukey) para longitud

radicular promedio de 30 variedades de frijol -

sometidas a dos concentraciones de patotoxina -

del hongo M. phaseoli durante 48 hr.

Variedades x zgggizgglzzdégigioiggina Diferencias
—_ 0% 12.5%
Pinto americano 114 6.82 4.77 2.05**
Carioca 6.86 6.32 0.54
Adjuntas 21 5.74 5.04 0.70*
Mulato 6.32 4.54 1.78**
S-18-RB 6.81 4.94 1.87**
Delicias 71 6.93 4.08 2.85%*
Pinto nortefio 6.86 5.64 1.22**
Fe-30-RB 8.71 6.84 1.87**
S-17-RB 7.09 5.06 2.03**
Negro azabache 7.84 7.08 0.76*
Flor de mayo 9.07 6.28 2.79**
Negro jamapa 8.12 6.26 1.86*%*%
Ciatefio 6.11 5.40 0.71*
Canario 7.66 3.64 4.02%*
Agrarista 5.49 4.81 0.68*
Negro huasteco 7.19 5.63 1.56%*
Agramejo 7.88 7.02 0.86*
S-4-RB 7.67 6.24 1.43**
Misc. Elite Fe-62-RB 7.75 5.24 2.51%*
Fe-22-RB 4.66 1.98 2.68*+*
S-3-RB 6.80 6.28 0.52
Misc. Elite Fe-28-RB 6.70 5.97 0.73*
Th-400-M 4T—M3—6-3-1—U-T9 4.78 3.82 0.96**
Fe-33-RB 6.69 4.54 2.15%%*
S-19-RB 8.66 8.06 0.60
Ojo de cabra 6.46 3.28 3.18**
Bayo Zacatecas 4.82 2.26 2.56%*
D-4 4.67 1.84 2.83**
D-6 5.70 3.05 2.65%*
D-10 6.84 5.54 1.30**
W o5 = 0.664
Wop = 0.872
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Agramejo, Misc. Elite Fe-28-RB, y el resto de las varieda-

des se considerd susceptible.

Evaluacién de Material Germoplédsmico
Bajo Condiciones de Invernadero
En el Cuadro 4.5 se presentan los resultados de los
andlisis de varianza correspondientes a la evaluacidén de -
los 30 materiales bajo condiciones de invernadero, en donde
se observa que existen diferencias altamente significativas
para la fuente de variacidén tratamientos; ésto significa que
los materiales, al ser evaluados bajo estas condiciones, pre
sentan diferencias en cuanto al grado de ataque del hongo -
M. phaseolina, segtin la metodologia descrita por Diaz y Ro-
driguez (1987) en su trabajo sobre la evaluacidédn de métodos
de inoculacidén, donde concluyen que la semilla de sorgo ino
culada y mezclada en suelo, fue la que mostrd mayor nlmero
‘\ de plantas enfermas en los genotipos probados, siendo la méas

adecuada.

Cuadro 4.5. Andlisis de varianza de la evaluacidn de 30 ma-
teriales de frijol bajo condiciones de inverna-

dero.
Fc
F.V. g.1. C.M. e
Tratamientos 29 0.483 4.16*%*
Error experimental 120 0.116
Total 149

C.V. = 23.68%
** : significancia al nivel de 0.01
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En el Cuadro 4.6 se muestran los resultados obteni-
dos con la prueba de rango miltiple DMS, en donde se encon-
tré que las variedades que sufrieron menos dafio en su tasa
de supervivencia a los 30 dias, fueron: S-19-RB, Carioca, -
S-3-RB, Agramejo, Negro Azabache, Th-400-M4T-M3-6-3-1—U—Mn-
Tq, Ciatefio, Adjuntas 21, D-10, Agrarista. Si comparamos es
tos resultados de invernadero con los resultados obtenidos
en las pruebas in vitro (Cuadro 4.4) se puede observar que
las variedades en ambos casos coinciden; es decir, que las
variedades mAs resistentes reportadas bajo condiciones in -
vitro son las mismas que resultaron menos dafiadas bajo con
diciones de invernadero a los 30 dias. Sin embargo, al obser
var el Cuadro A.5 del apéndice, vemos que al transcurrir mas
dias en invernadero (datos a los 60 dias) todas las varieda
des se tornan susceptibles, esto es debido a que en el caso
de invernadero las plantas tuvieron mayor tiempo de exposi -

cién al contacto del hongo causante de 1la pudricibédn carbong

sa, mientras que en el caso de las pruebas in vitro 1los mate

riales solamente fueron expuestos a los efectos del filtrado
téxico, durante 48 horas, indicando ésto que quizéd una expo
sicidn de mAs horas bajo estas condiciones, tal vez traeria
como consecuencia la obtencién de resultados similares a los
obtenidos en invernadero a los 60 dias, mostrando que la ma

yoria de las variedades son susceptibles a este patbgeno.
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Cuadro 4.6. Prueba de rango miltiple (DMS) para el efecto -
del hongo M. phaseolina inoculado a suelo estéril
(invernadero) sobre la supervivencia final de 30
variedades de frijol.

Variedad x
S-19-RB 0.908 a
Carioca 0.908 a
Ciatefio 0.980 a
Agramejo 1.012 a
Negro azabache 1.012 a
Th-400—M4T-M3—6—3—1—U—Mn—Tg 1.084 a
S-3-RB 1.084 a
Adjuntas 21 1.116 a
D-10 1.188 a
Agrarista 1.260 a
Flor de mayo 1.332
Fe-22-RB 1.364
Negro huasteco 1.426
Fe-30-RB 1.434
S-4-RB 1.506
S-17-RB 1.566
Pinto nortefio 1.566
Mulato 1.566
D-4 1.624
Fe-33-RB 1.624
S-18-RB 1.624
Misc. elite Fe-28-RB 1.674
Negro jamapa 1.674
Misc. elite Fe-62-RB 1.710
Delicias 71 1.760
Bayo Zacatecas 1.782
Ojo de cabra 1.804
Pinto americano 114 1.832
D-6 1.854
Canario 1.854

Los materiales con la misma letra son estadisticamente igua
les

DMS 0.05 = 0.442
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Evaluacidén de Material Germoplésmico
Bajo Condiciones de Campo

En el Cuadro A.6 del apéndice se muestran los resul
tados obtenidos de la prueba de las 30 variedades de frijol
en condiciones de campo, registrédndose el total de plantas
danadas en cada una de las cuatro muestreos efectuadas con un
intervalo de 10 dias entre cada uno. En términos generales,
la tendencia que muestran los materiales conforme pasa el -
tiempo, es la misma que se comentd con anterioridad, ésto -
es, que en el primer muestreo la casi totalidad de los mate
riales son resistentes y moderadamente resistentes a esta -
enfermedad, sin embargo, conforme avanza el tiempo, la mayor
exposicidén de los materiales al inéculo, hace que éstos va-
yan tornidndose més susceptibles, de tal forma que todos -
ellos, en el cuarto muestreo, fueron dafiados totalmente, -

concluyendo gque no existen materiales resistentes a -

Macrophomina phaseolina. Guerrero y Valdez (1987), al

‘efectuar un estudio de variedades de frijol contra este pa-

tégeno en condiciones de campo, obtuvieron observaciones si
milares, es decir, un retardo en la infeccién del hongo, 1o
que indicaba la diferente susceptibilidad que presenta -

Phaseolus vulgaris al patdgeno. Diaz (1987), en su estudio

o T T e T Smeete

respuesta de genotipos de frijol a pudricidén carbonosa, re-
porta que algunos materiales mostraron resistencia durante
los primeros estadios de desarrollo de la planta, las cua -
les, sin embargo, posteriormente se tornaron susceptibles,

mencionando que quizi estos genotipos tengan algunas -
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ventajas debido a que la cantidad de inbéculo secundario pro
ducido (picnidiosporas) sea menor que en los genotipos que
muestran susceptibilidad en las primeras, por lo que bajo -

condiciones favorables, éstos escaparon a la infeccibn del

patdgeno.

En nuestro estudio también existe una corresponden-
cia entre los materiales menos dafiados evaluados bajo las -
fases de laboratorio, invernadero (30 dias) y campo (segun-

do muestreo).



De

trabajo de

a)

b)

c)

CONCLUSIONES

acuerdo a los resultados obtenidos en el presente

investigacién, se puede concluir:

Determinacién del Umbral de Toxicidad Diferencial
En base a los resultados obtenidos, se determina
gque la mejor concentracidén para evaluar la respues
ta de materiales de frijol a la pudricidén carbong

sa, es la de 12.5 por ciento de patotoxina.

Evaluacidén de material germopldsmico in vitro

De las variedades de frijol evaluadas en la fase
de laboratorio, utilizando la patotoxina del hon
go, se encontraron genotipos menos dafiados (30 -

por ciento).

Evaluacidén de material germorlésmico en inverna-
dero

Al efectuarse la evaluacién a los 30 dias, sblo -
el 30 por ciento aproximadamente mostrd resisten
cia; sin embargo, en la posterior evaluacidén (60
dias) todas las variedades fueron susceptibles,
por 1o que solamente se retrasb la manifestacidn

de l1la enfermedad.



d)

e)
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Evaluacién de material germopldsmico en campo

Los resultados obtenidos bajo esta evaluacidén nos
indican que solamente en los primeros muestreos -
con intervalo de 10 dias, algunas variedades mos
traron cierta tolerancia al dafio del patdgeno.
Pero al estar los genotipos expuestos por mas -
tiempo al inéculo, éstos se tornaron susceptibles
determinidndose que en el presente trabajo exis -

tié similitud entre las diferentes metodologias.

Dada la concordancia que tienen los presentes re
sultados con los trabajos anteriores, se conclu-
ye que la metodologia de evaluacidén seguida en -
el presente estudio es adecuada para ser utiliza
da en la seleccibén e/o identific¢acién de germo -

plasma en base a su reaccién a M. phaseolina,

in vitro.



SUGERENCIAS

Con el propdsito de dilucidar mds claramente los -
efectos que el filtrado téxico del hongo M. phaseolina puede
producir sobre los diferentes genotipos de frijol, a fin de
efectuar tempranamente una seleccidn de material que pueda
ser resistente al ataque de este hongo, se sugiere para pos

teriores investigaciones, lo siguiente:

a) Tomar en consideracién que debido a la patogenici
dad del hongo, difiere de acuerdo con sus cepas.
Seria recomendable efectuar experimentos en don-
de primeramente se incluyera una gama mas amplia
de cepas de este patdgeno, con diferentes grados

de virulencia.

b) Cuando se efectflan las pruebas in vitro, se su -

giere que el tiempo de exposicién de’los materia
les al filtrado téxico sea de mids tiempo, tomando
se por lo menos cuatro observaciones: a las 24,
48, 72 y 96 hr. Esto es debido a que algunas Vva-
riedades pudieran presentar una resistencia mor-
folbégica a la penetracién del hongo que pudieran
considerarse como genéticamente resistentes sin
serlo, ya que escaparian temporalmente a la ac -

cidén del hongo.
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‘c) Seria recomendable que en trabajos futuros sea -
empleado germoplasma no sdlo de la especie -

vulgaris, sino de otras especies cultivadas o -

silvestres.

d) Para trabajos de seleccidn realizados en campo,
se sugiere sembrar el mayor nimero de repeticio-
nes posibles para evitar sesgos en la manifesta-
cidén de la enfermedad, aparte de asegurarse de -
gue el suelo esté bien nivelado e infestado 1o -

més uniformemente posible con el hongo.



RESUMEN

El desarrollo del presente experimento constdé de las
siguientes fases: pruebas in vitro, prueba de invernadero y
pruebas en el campo; con el propésito de evaluar la resisten
cia de 30 genotipos de frijol al ataque del hongo -

Macrophomina phaseolina, causante de la énfermedad conocida

como pudricidn carbonosa.

Para determinar la mejor dosis de patotoxina que pu-
diera arrojar mejor informacidén, se efectud la prueba de UTD
gue consiste en probar diferentes concentraciones, utilizan-
do para ello una variedad susceptible de frijol y un cultivo
diferencial que en nuestro caso fue el trigo; los resultados
indicaron que la mejor concentracidén de patotoxina fue la de
12.5 por ciento, que causd dafios en frijol, pero no afectd -

al trigo.

Habiéndose determinado el UTD, fueron sometidas bajo
la prueba in vitro 30 variedades de frijol, encontrandose -
gque los materiales gue mostraron cierta resistencia al ata -
que del patdgeno fueron: Carioca, S-3-RB, S-19-RB (resisten-
tes); Adjuntas 21, Negro Azabache, Ciatefio, Agrarista, Agra-

mejo, Misc. elite Fe-28-RB (moderadamente resistentes).

O, \ F AN i
: k.‘ Q 4%:‘1"@&\@ /f’(—-ku ?%\Q e

00323



42

Para la evaluacibén realizada bajo condiciones de in
vernadero, se encontrd que las variedades que sufrieron me-
nos dafio en su tasa de supervivencia a los 30 dias fueron:
S-19-RB, Carioca, S-3-RB, Agramejo, Negro Azabache, Th-400-
M4T—M3—6—3—1—U—MD—T9,

ta, existiendo una correspondencia con los materiales que -

Ciatefio, Adjuntas 21, D-10 y Agraris-

mostraron resistencia bajo condiciones in vitro.

Los resultados obtenidos bajo condiciones de campo
en los cuales se efectuaron cuatro muestreos con interva -
los de 10 dias, indica que solamente algunas variedades mos
traron cierto grado de resistencia al ataque del patbégeno -
en los primeros muesi:reos; que en términos generales los -
mismos que con anterioridad se habia sefialado; sin embargo
en el Gltimo muestreo se observé que la totalidad de los ma
teriales son susceptibles al ataque de M. phaseolina, con -
cluyendo, por lo tanto, gue dentro de este grupo evaluado -

no existen materiales resistentes.

Existe una correspondencia entre las metodologias -

utilizadas para evaluar la resistencia de los materiales; -

la cual solamente coincide durante las primeras fases de

pPrueba bajo condiciones de invernadero y campo.
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Cuadro A.1. Medias de longitud radicular del cultivo de fri
jol probado con diferentes niveles de patotoxi-

na del hongo M. phaseolina

I II III IV v
T1 1.87 2.90 3.00 3.20 2.91
T2 1.88 3.00 2.98 3.34 2.99
T3 3.53 : 3.53 3.80 3.00 3.78
T4 4.83 5.13 4.12 4.31 5.02
T5 6.80 6.51 6.70 6.80 7.00
F.V. GL CM Fc
Tratamientos 4 13.87 75.79**
Error experimental 20 0.183
Total 24
C.V. = 10.39%

** significancia para el 0.01 de probabilidad
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Cuadro A.2. Medias de longitud radicular del cultivo del -
trigo probado en diferentes niveles de patotoxi

na del hongo M. phaseolina

I II III IV v

T1 3.10 2.98 2.14 2.84 2.96
T2 2.99 3.12 2.18 3.00 2.93
T3 3.61 3.72 3.88 3.49 3.56
T4 6.35 6.43 6.18 6.88 6.73
'1‘5 6.90 7.21 7.01 7.31 6.80

F.V. GL CM Fc
Tratamientos 4 21.06 239.32*%*
Error experimental 20 0.088
Total 24

C.V. = 6.49 %

** sjignificancia para el 0.01 de probabilidad
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Medias de longitud radicular de 30 variedades
de frijol evaluadas bajo condiciones de labora
torio en dos concentraciones de patotoxina del
hongo M. phaseolina

Variedades 1T 11 III Iv v Total
Pinto 114 +6.95 6.85 6.80 6.69 6.82 34.11
*4.28 5.35 4.65 4.76 4.80 23.84

Carioca 6.91 7.32 6.40 6.68 7.01 34.32
6.81 6.82 5.43 5.91 6.64 31.61

Adjuntas 21 6.01 5.92 5.76 5.14 5.88 28.71
5.16 5.60 4.99 4.50 4.99 25.24

Mulato 5.98 6.12¢ 7.13 6.00 6.31 31.60
3.72 4.81 5.38 3.91 4.90 22.72

S-18-RB 6.91 7.15 6.18 7.00 6.83 34.07
~5.00 5.72 4.80 5.00 4.20 24.72

Delicias 71 6.18 7.16 7.41 6.93 7.00 34.68
3.48 4.80 4.31 3.81 4.00 20.40

Finto nortefio 6.80 7.21 7.00 6.99 6.32 34.32
5.30 6.81 5.72 5.40 5.01 28.24

7.21 6.98 7.14 6.90 6.00 34.23

4,99 5.01 6.12 4.21 5.00 25.33

Negro azabache 7.14 8.12 7.99 7.80 8.15 39.20
6.32 7.20 7.12 7.50 7.28 35.42

Flor de mayo 9.58 9.24 8.62 9.15 8.80 45.39
5.72 6.70 6.36 6.34 6.30 31.42

Negro jamapa 8.84 7.38 8.11 8.13 8.18 40.64
6.61 5.81 6.22 6.68 6.01 31.33

Ciatefio 6.18 7.01 5.48 6.00 5.90 30.57
5.98 6.05 4.99 5.01 4.98 27.01

Canario 8.31 7.20 7.58 8.12 7.10 38.31
4.21 2.99 3.01 4.10 3.90 18.21

Agrarista 6.00 5.18 4.99 5.18 6.12 27.47
5.20 4.45 4.32 4.31 5.80 24.08

Negro huasteco 6.62 8.89 6.37 7.30 6.80 35.98
5.60 5.94 5.34 5.60 5.70 28.18

Agramejo 7.51 8.12 7.31 8.50 8.00 39.44
6.99 7.01 6.53 7.31 7.29 35.13

S-4-RB 8.10 7.90 8.21 7.15 7.00 38.36
6.99 7.00 6.20 5.00 6.01 31.20

Misc. elite Fe-62-RB 7.21 8.00 8.50 7.93 7.12 38.76
5.01 6.20 5.10 5.11 4.81 26.23
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Cuadro A.3. t.eteeenenn continuacién
Variedades T TT ITI Iv v Total
3.00 2.10 1.12 2.51 1.18 9.91
S-3-RB 6.99 7.15 6.12 7.18 6.60 34.04
6.12 7.00 5.32 6.88 6.12 31.44
5.79 6.82 5.76 5.53 5.96 29.86
'I‘h—400—M4'I‘—M3—6—3—] -U-Mn-T 4.32 5.18 4.12 5.90 4.4 23.93
3.81 4.12 3.99 4.00 3.18 19.10
Fe-33-RB 7.12 6.40 6.81 7.00 6.12 33.45
4.81 3.99 4.21 5.12 4.61 22.74
S-19-RB 8.90 9.16 8.12 9.00 8.16 43.34
8.20 8.80 7.20 8.50 7.60 40.30
Ojo de cabra 6.21 7.14 5.98 6.00 7.01 32.34
3.00 4.22 3.00 2.99 3.20 16.41
Bayo Zacatecas 4.91 5.12 4.00 5.23 4.8 24.11
2.98 3.00 1.18 2.14 2.00 11.30
D-4 5.21 4.38 4.00 5.80 3.99 23.38
2.18 2.00 1.85 2.10 1.10 9.23
D-6 6.14 5.18 6.00 4.99 6.21 28.52
2.48 3.00 3.18 2.59 4.00 15.25
D-10 7.18 6.50 7.00 7.12 6.42 34.22
5.98 5.12 4.99 5.76 5.'88 27.73

Concentraciones: + 0 %
* 12.5 %
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Cuadro A.4. Datos de mortalidad en plantas de 30 variedades
de frijol bajo condiciones de inverncdero, toma
dos a los 30 dias en suelo infestado de M. -
phaseolina

Repeticiones Evaluacién

Variedades IT III IV TPD % Clasif.

—
<

Pinto 114 4 4 1 2 4 15 75 S
Carioca 0 o 1 0 1 2 10 R
Adjutnas 21 1 1 1 0 1 4 20 MR
Mulato 2 2 2 1 3 10 50 MS
S-18-RB 3 3 2 2 1 11 55 MS
Delicias 71 4 4 1 4 1 14 70 MS
Pinto nortefio 3 2 1 2 2 10 50 MS
Fe-30-RB 1 1 2 2 2 8 40 MS
S-17-RB 3 2 1 2 2 10 50 MS
Negro azabache o 1 1 1 0 3 15 MR
Flor de mayo 1 0 2 2 2 7 35 MS
Negro jamapa 3 4 2 1 2 12 60 MS
Ciateno 0 1 0 1 0 2 10 R
Canario 4 2 3 4 1 14 70 MS
Agrarista 0 2 1 1 2 6 30 MR
Negro huasteco 1 1 3 4 0 9 45 MS
Agramejo 0o 1 0 1 1 3 15 MR
S-4-RB 1 3 3 3 0 10 50 MS
Misc. elite Fe- 62-RB 1 4 1 3 4 13 65 MS
Fe-22-Rb 1 2 1 2 1 7 35 MS
S-3-RB 0O O 1 2 1 4 20 MR
Misc. elits Fe-28-RB 3 1 4 2 2 12 60 MS
Th-4OO—MT-Mé-6—3-1—U;MhJT9 1 2 0 1 0 4 20 MR
Fe-33-RB 2 1 3 3 2 11 55 MS
S-19-RB 0 O 1 0 1 2 10 R
0Ojo de cabra 2 3 4 2 3 14 70 MS
Bayo Zacatecas 4 4 3 2 1 14 70 MS
D-4 3 2 2 1 3 11 55 MS
D-6 2 4 4 3 2 15 75 S
D-10 1 0 1 0 1 3 15 MR
TPD: Total de plantas dafiadas Tablas de clasificacién
%: porcentaje Inmune: 0%
Clasif: clasificacién Resistente: 1-10%

Moderadamente resistente: 11-30%
Moderadamente susceptible:31-70%
Susceptible: 71-100%
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Cuadro A.5. Datos de mortalidad en plantas de 30 variedades
de frijol bajo condiciones de invernadero, toma
dos a los 60 dias en suelo infestado por M. -
phaseolina

. Repeticiones Evaluacién
Variedades M II III IV V TPD %  Clasif.

Pinto 114 4 4 3 2 4 17 85 S
Carioca 1 1 2 1 2 7 35 MS
Adjuntas 21 2 3 1 2 2 10 50 MS
Mulato 4 2 2 3 3 14 70 MS
S-18-RB 3 4 3 2 2 14 70 MS
Delicias-71 4 4 3 4 2 17 85 S
Pinto nortefio 3 3 3 2 4 15 75 S
Fe-30-RB 3 2 4 4 2 15 75 S
S-17-RB 3 4 2 3 2 14 70 MS
Negro azabache 1 2 1 1 3 8 40 MS
Flor de mayo 3 2 3 2 2 12 60 MS
Negro jamapa 3 4 3 2 2 14 70 MS
Ciatefio 1 1 2 1 1 6 30 MR
Canario 4 2 3 4 3 16 80 S
Agrarista 2 3 2 2 2 12 60 MS
negro huasteco 3 4 3 4 2 16 80 S
Agramejo 2 2 1 3 1 9 45 MS
S-4-RB 2 3 4 4 2 15 75 S
Misc.elite Fe-62-RB 3 4 2 3 4 16 80 S
Fe-22-RB 2 3 2 3 2 12 60 MS
S-3-RB 3 1 2 3 2 11 55 MS
Mis. elite Fe-28-RB 3 2 4 2 3 14 70 MS
Th=400-M 4T-—M3-6- 3-1-U-Mn- T9 2 4 2 2 1 11 55 MS
Fe-33-RB 3 2 3 4 2 14 70 MS
S-19-RB 2 1 2 2 1 8 40 MS
Ojo de cabra 2 4 4 3 3 16 80 S
Bayo Zacatecas 4 4 3 4 2 17 85 S
D-4 3 4 3 4 3 17 85 S
D-6 3 4 4 4 4 19 95 S
D-10 2 2 2 2 2 10 50 MS
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